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はじめに 
 天然から単離された化合物は、核磁気共鳴法やX線結晶構造解
析法を経てその構造が決定されてきた。そして精密化学合成によ
り人工的に調製することで天然物の構造の再確認がおこなわれ、
更には、その特異な生理活性を利用した創薬への応用が展開され
てきた。抗がん剤への応用で最も広範に利用されたのがタキソー
ルである。タキソールは成長した西洋イチイの木500,000本から
130 kgが単離され、臨床試験に利用された。1 しかし、タキソー
ルの創薬事業のためにイチイの木を用意し続けることは困難で
あった。平成２２年度は、COP10（第10回 Conference of the 
Parties）で「生物の多様性に関する条約（生物多様性条約：
Convention on Biological Diversity）」が議論され話題になっ
た年である。生物資源をいかに公平にそして有効活用するかが名
古屋で議論された。この議論により、今後も天然から単離された
生理活性物質が様々な創薬資源として利用されることが期待さ
れる。このように、天然から単離され、そして精密合成によりそ
の薬効が再確認されたタキソールは、現在、培養した菌体から合
成中間体を単離し、それを原料とした精密化学合成により世界中
に供給されている。1 また最近、タキソールの生合成経路に関与
する酵素を大腸菌に導入し、培養法によるタキソール誘導体の合
成法も見出され、今後薬価の低減が期待される方法も報告された。
２ 化学合成により世の中に貢献した生理活性物質は大変な数に
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のぼり、最近ではK. C. Nicolaouらにより「Molecule that change 
the world」という素晴らしい本にまとめられている。3 タンパ
ク質も天然物であるが、その分子量が大きく、低分子と同様に精
密合成することは困難と考えられていた。現在タンパク質は、抗
がん剤、貧血治療、抗ウイルス薬、ワクチンなど多くの治療に利
用され、現在必須の薬となっている。1963年、B. Merrifiledに
よりペプチドを容易に合成できる固相合成方法が見出された。4 
そして1984年にこの業績でノーベル化学賞を受賞している。
Merrifiledの晩年の総説には、1963年頃から、既にタンパク質の
化 学 合 成 を 目 指 し て い た こ と が 記 載 さ れ 、 1968 年 に は
RibonucleaseAの合成に成功している。5 常にチャレンジングであ
った姿勢には敬服させられる。タンパク質の化学合成は、その後、
様々なグループによりおこなわれるようになった。1981年、矢島、
藤井らは、RibonucleaseAを化学合成し、そして結晶化に成功し
ている。６ 相本、北條らは、チオエステルを銀塩で活性化する長
鎖ペプチドの合成法を確立し、1994年には、S. B. H. Kentらに
よ り 水 溶 液 中 で ペ プ チ ド を 連 結 す る 方 法 (native chemical 
ligation:NCL)が報告された。7 これら方法を用いることで、1994
年以降数多くのタンパク質が容易に化学合成できるようになり、
様々な誘導体の合成が可能となっている。本来、生体内でタンパ
ク質は、mRNAのコドンにそって合成され、そして糖鎖化、リン酸
化、脂質化などの翻訳後修飾を受け、個々の分子としての機能を
発現する。翻訳後修飾の一つとして知られる糖鎖化は、鎖状に連
なった糖分子がタンパク質に付加される。タンパク質が化学合成
できるようになってきたものの、複雑な構造のヒト型糖鎖が結合
した糖タンパク質の化学合成は困難とされていた。筆者は、平成
７年に横浜市立大学に着任し、タンパク質上の糖鎖の機能解明を
目指し、糖鎖の合成および糖タンパク質合成に関する基礎研究を
48
横浜市立大学論叢自然科学系列　2011；Vol.61 No.1・2・3
 3 
開始した。そして2008年に、博士課程の学生であった平野桐子と
生理活性を発現する単一構造の糖タンパク質、エリスロポエチン
誘導体の合成に成功した。本総説では、その成果を紹介する。 
 糖鎖は主に細胞間接着、抗原認識、免疫応答などの生命現象に
関わりを持つことが知られている。この糖鎖はタンパク質中の特
定のアミノ酸残基に付加され、特にアスパラギン残基に結合する
糖鎖をN型糖鎖と呼ぶ。N型糖鎖は、高マンノース型タイプ、複合
型タイプ、混合型タイプに更に分類され、通常コンセンサス配列
上のアスパラギン側鎖に結合している。近年、この糖タンパク質
を化学的に合成することが可能となり、より簡便な合成法の開発
研究が展開されている。化学合成法を用いた糖タンパク質合成で
はこのコンセンサス配列を無視して複合型糖鎖をタンパク質に
導入させることや、様々な構造の糖鎖を任意の位置に付加させる
ことが可能である。本研究では、X線構造結晶解析によって解か
れたエリスロポエチンの３次元構造を考察し、糖鎖付加部位、糖
鎖構造を自在にデザインした簡便な糖タンパク質の精密合成研
究を行った。 
 エリスロポエチン（EPO）は腎臓で生産され、骨髄細胞を刺激
することで赤血球を増殖させる。このため、動物細胞を用いて生
産されるリコンビナントの EPO は、貧血治療薬として広範に利用
されている。EPO のポリペプチド鎖は 166 残基のアミノ酸からな
り、４つの α ヘリックスが２つのジスルフィド結合  (Cys7 - 
Cys161, Cys29 - Cys33) により束状に固定化されている。そし
て、N 末端側から数えて 24、38、83 番目に位置するアスパラギン
残基の側鎖に複合型糖鎖が結合している。8 この糖鎖は EPO の生
理活性、血中寿命、抗原性等に深く関与しており、糖鎖を持たな
い EPO は体内に投与した場合、速やかに代謝され薬効を維持する
ことができない。一方、糖鎖の数を天然の EPO よりも増やした場
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合は、血中安定性が増加し生理活性を持続させることができる。
しかし、糖鎖を付加しすぎると EPO とそのレセプターとの結合を
糖鎖が阻害し、生理活性が低下する。9 動物細胞を用いて調製す
る EPO は、貧血治療薬として、その市場を拡大し現在数兆円規模
となっている。しかし、その特許が切れた後ジェネリック薬とし
て EPO が開発されるようになってきたが、先行品と同一のものを
作ることができないこと、また糖鎖構造を制御し、単一構造の EPO
を得ることができないことが課題となっている。また、糖鎖の機
能が厳密に理解できていないために、どのような構造の糖鎖がタ
ンパク質機能を制御するのかなど、不明な点が多い。梶原研究室
では、タンパク質に結合した糖鎖の機能を解明するために、EPO
も含め様々な糖タンパク質を合成してきた。10 
 
エリスロポエチン誘導体の合成計画 
EPO を簡便に合成する為に、精密化学合成法とバクテリア発現法
を組み合わせたハイブリッド法を検討することにした。即ち、糖
鎖を含む糖ペプチドセグメントは化学法により合成し、糖鎖を含
まないペプチドセグメントは大腸菌発現法により調製後、これら
のセグメントを連結させることで EPO の全長鎖を得る合成方法を
計画した（Figure 1）。この方法を用いると任意の単一構造の糖
鎖を任意の位置に付加させることができるなど、動物細胞を用い
る糖タンパク質調製法より優位な点が多い。２つのセグメントの
連結反応は、水溶液中で容易に用いることができる Native 
Chemical Ligation（NCL）を利用することにした（Figure 2）。
NCL は、ペプチドセグメント A、ペプチドセグメント B 間でチオ
エステル交換（Figure 2. Step1）、分子内転移反応（Figure 2. 
Step2）を経由して天然型のアミド結合を形成（Figure 2. Step3）
する反応である。7b 
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F i gu re  1 .  合 成 戦 略  
 
従って、NCL を利用するには C 末端にチオエステル基をもつ ペプ
チドセグメント A と、N 末端にシステイン残基を有したペプチド
セグメント B が必要になる。 
 EPO の構造を考察したところ、33 番目のシステイン残基が NCL
に利用できると判断した。そこで EPO のポリペプチド 166 残基の
うち、N 末端側 1 番目から 32 番目までのセグメントに糖鎖の導入
することとし、相当する糖ペプチドチオエステルを合成すること
にした。そして 33 番目のシステイン残基から 166 番目までのセ
グメントを大腸菌発現法により調製することにした。糖鎖の導入
部位は、EPO-レセプター複合体の X 線結晶構造解析データから、
EPO とレセプターの結合を阻害しない位置を選んだ。1 番目から
27 番目までのペプチドセグメントはレセプターとの位置関係が
近接しているため、天然の糖鎖導入箇所である 24 番目の位置を
除いて、新たに糖鎖を追加させることは難しいと判断した。 
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F i gu re  2 .  Na t i v e  Chem ica l  L i g a t i o n  (NCL )法  
 
そこで Figure 3 に示す様に 28 番目̶32 番目の部位に糖鎖を追加
させることにした。そして、その位置は図３のモデルをもとに、
糖鎖が EPO とレセプターの結合を阻害しないと思われる 24、30
番目に糖鎖を導入することにした。 
         
F i gu re  3 .  EPO-EPO レセプターX 線 結 晶 構 造 解 析 （青 色 ：大 腸 菌
に よ り 調 製 す る ペ プ チ ド 鎖 ;  赤 ： 化 学 合 成 に よ り 調 製 す る ペ プ チ
ド;灰 色 ：レセプター） 
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C 末 端 にチオエステル基 を有 する EPO(1-32 )の糖 ペプチドセグメ
ントの合 成   
 EPO の N 末端側から 32 残基目までのペプチドセグメント（1-32）
（1, Figure 4）を Fmoc 固相合成法により合成した。また、本研
究では、糖鎖を導入するために、ハロアセトアミド法を利用する
ことにした。10 ハロアセトアミド基を還元末端にもつ糖鎖とペ
プチドのシステインを反応させると、システインのチオール基が
ハロアセトアミド基に攻撃し、糖鎖とペプチドを連結することが
できる。そこで、糖鎖を導入する 24、30 番目はシステイン残基
に置換して EPO の 1-32 位までのペプチドを合成することにした。
また、EPO 全長を合成後フォールディング操作によってジスルフ
ィド結合を形成させる為に必要な 7、および 29 番目のシステイン
残基の側鎖はアセトアミドメチル（Acm）基で保護することにし
た。目的とするペプチド側鎖に保護基を有するペプチド 1 は、一
般的な Fmoc 固相合成を用いて樹脂上に構築後、AcOH：TFE＝1：1
の混合溶液を用いて固相より遊離させた。そしてアミノ酸の側鎖
が保護された EPO (1-32) のフラグメント 1 を用いて-20℃の条件
下において C 末端をチオエステル基へと変換した（2）。その後、
95%TFA で処理することで保護基を除去したペプチド 3 を得た。続
いて、ペプチド 3 のシステイン側鎖のチオール基と、別途に調製
しておいた複合型糖鎖の還元末端がブロモアセトアミド化され
た誘導体 4 とを緩衝溶液 (pH = 7.2) 中で反応させた。（Figure 5）
反応は約７時間で完了し、目的とする糖ペプチドチオエステル 5
を得ることに成功した（収率：38%）。この反応を行う際、ペプチ
ドの C 末端のチオエステル基の加水分解および、側鎖のスルフヒ
ドリル基とチオエステルの反応が危惧された。しかし種々条件を
検討したところ、糖鎖が２本ペプチドに導入された 5 が効率よく
得られる条件を見出すことができた。 
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F i gu re  4 .  糖 ペプチドセグメント（1-32）の合 成  
 
 得られた糖ペプチドは、HPLC 分析、及び質量分析を用いてその
構造を確認した。 
 
EPO(33-166 )のセグメント調 製  
 システイン残基を 33 位にもつセグメント（33-166）9 は、
Macmillan（University College London）により供与されたプラ
スミドを用い、大腸菌発現法により調製した。この方法では、
pET16b ベクターを用い His-Tag 融合タンパク質（6, Figure 6）
として発現させた。標的ペプチド鎖を大腸菌で過剰に発現後、菌
体を超音波破砕し、ペプチドセグメント 6 を得た。そしてこの 6
をニッケルカラムにより精製した。その後、融合ペプチド部位
（His-Tag、メチオニン）と目的配列との間のペプチド結合を臭
化シアンで処理することによって切断し、N 末端にシステイン残
54
横浜市立大学論叢自然科学系列　2011；Vol.61 No.1・2・3
 9 
基をもつペプチドセグメント（33-166）7 を得た。このセグメン
トは HPLC 分析、及び質量分析によってその構造を解析した。 
 
 
F i gu re  5 .  ハロアセトアミド法 による二 本 の糖 鎖 の導 入 反 応  
 
   
F i gu re  6 .  ポリペプチドセグメント（33-166）7 の合 成   
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EPO（1-166）誘 導 体 の合 成  
 次に調製したセグメント(1-32)に相当する 5 そしてセグメント
(33-166) 7 を NCL（Figure 2）によって連結させる検討を行った。
原料となるセグメントを pH7.3 の緩衝溶液に溶かし、常温で反応
を行い（Figure 7）、生成物を HPLC、および質量分析装置により
分析を行った結果、糖鎖２本を持った EPO 全長に相当する化合物
8 が得られたことを確認した。 
 NCL により得られた化合物 8 を HPLC で精製後、次にジスルフィ
ド結合を形成させるために保護しておいたシステイン残基の Acm
基の脱保護を行った。8 に対し、酢酸銀を反応させ、脱保護反応
を行った。HPLC で精製後、質量分析装置を用いて解析を行ったと
ころ、目的物 9 (Fig ure 8)を得たことを確認した 
 
 
F i gu re  7 .  NCL を用 いた EPO 全 長 合 成  
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糖 タンパク質 EPO 誘 導 体 9 のフォールディング操 作 、および生 理
活 性 評 価  
 Figure 8 に示す様に、合成した EPO が糖タンパク質として機
能する為には、フォールディング操作によって二カ所のジスルフ
ィド結合の形成と、ヘリックス構造などの三次元構造を形成させ
ることが必要である。化合物 9 を緩衝溶液に溶かし、そこにタン
パク質変性剤であるグアニジン塩酸塩を６M の濃度で加え透析操
作を行った。透析チューブの外液のグアニジン濃度を 6M、3M、1M
と段階的に希釈する方法によってフォールディングを行った。 
 
F i gu re  8 .   Fo l d i n g 操 作 による EPO 誘 導 体 の合 成  
 
 フォールディング操作終了後 HPLC による精製をおこない、電
57
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気泳動および、質量分析装置を用いて解析をおこなった。その結
果、目的とする EPO 誘導体 10 が得られていることが分かった。
（Figure 10 (a), (c)）次に、２本のジスルフィド結合の位置を
確認するためにプロテアーゼによるプロテオリシスおよびマス
マス解析を行ったところ、目的とする位置でジスルフィド結合が
形成されたペプチドフラグメントを確認することができた
（Figure 9）。CD スペクトルによる解析では（Figure 10 (b)）ヘ
リックス構造に特徴的なスペクトルを得ることが出来たことか
ら、フォールディング操作により目的とする三次元構造を形
 
F i gu re  9 .   ペプチダーゼによる EPO 誘 導 体 の分 解 とそのペプチ
ドフラグメントの質 量 分 析 による解 析  
 
成した EPO 誘導体 10 が得られていることを確認することができ
た。続いて、EPO レセプターをもつ TF-1 細胞に、フォールディン
グさせた化合物 10 を投与し in vitro での活性評価を行った。こ
の際対照実験として、何も添加しないブランク実験系、そして市
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販品のエリスロポエチンを濃度依存的に投与した実験系も用意
して比較を行ったところ、in vitro において市販品とほぼ同等の
細胞増殖活性を示すことを確認した(Figure 10 d)。この検討に
より、生理活性を有する糖タンパク質誘導体をはじめて精密に合
成することができた。12 
 
 
F i gu re  10 .   EPO 誘 導 体 10 構 造 解 析 結 果 ;a )フォールディングし
た EPO10 の ES I マス；b）10 の円 ２色 分 光 スペクトル;c )10 の SDS
電 気 泳 動 および逆 相 カラムクロマト;d )10 および市 販 の EPO の細
胞 増 殖 アッセイ 
 
おわりに 
 最近までヒト型糖鎖を有する糖タンパク質は、動物細胞を用い
る発現法を用いないと調製できないと考えられていた。しかし、 
その製造過程では糖鎖構造や純度の制御は非常に困難であった。
今回化学的な方法と大腸菌発現法を組み合わせることで、単一構
造のヒト型糖鎖を持つ糖タンパク質誘導体が簡便に合成できる
59
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ことを示すことができた。筆者は、平成７年に横浜市立大学理学
部に助手として着任し、その間糖タンパク質の糖鎖の酵素合成、
糖鎖構造の解析、糖ペプチドの合成、そして今回の糖タンパク質
の合成と様々な実験を実施することができた。その間、これら研
究をおこなった宮崎達雄博士、山本直毅博士、岡本亮博士、村瀬
健文博士、平野桐子博士が糖タンパク質関連の研究で博士を取得
した。また、神谷俊史、神山大介、佐藤玲子、鈴木康広、大森善
子、西垣祥子、半澤大介、吉野文子、安池清徳、藤田玲、吉原章
子、相馬慎吾、高柳亜由美、田辺康孝、笹岡俊、増野直美、中西
豪、岸和田緑、武菱香織、山本裕樹、前原良祐（榊原研で修士を
修了）が修士を修了し、勝谷知佳（東京工業大学で修士を修了）、
根岸千花（東京工業大学で修士を修了）、長沢壮平（榊原研で修
士を修了）、佐々木翔太（及川研で修士を修了）が学士を修了し
た。彼らの成果により糖タンパク質の化学合成ができるようにな
った。そして、なによりも、榊原徹先生には、これら全ての学生、
そして梶原研究室を常に温かく支えて頂いた。心より御礼申し上
げます。 
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